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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind stabile nicht immunogene, physiologisch gut vertragliche, 
geloste Oder gefriergetrocknete galenische Zubereitungen von Humanproteinen sowie Verfahren zu deren 
5 Herstellung, insbesondere von Erythropoietin. 

Humanproteine sind korpereigene, nur in geringen Mengen vorkommende Proteine wie z.B. tissue 
plasminogen activator (t-PA), Streptokinase, Urokinase, Interferon, verschiedene colony stimulating factors 
(CSF) oder Erythropoietin (EPO). Am Beispiel des EPO, das bevorzugt in der Formulierung eingesetzt wird, 
soil die Erfindung naher erlautert werden. 
w Erythropoietin (EPO) ist ein Glycoprotein, welches die Bildung von Hamoglobin bzw. Erythrocyten im 
Knochenmark stimuliert. Dies Lipoprotein wird hauptsachlich in der Niere gebildet, findet sich in sehr 
geringen Mengen im Serum und wird unter physiologischen Bedingungen teilweise im Urin ausgeschieden. 

Fehlen des EPO bei Niereninsuffizienz, bedingt mit einer renalen Anamie. Durch Gabe von EPO in 
physiologischen Mengen, d.h. wenigen Mikrogrammen, in einer oder mehreren Dosierungen, kann die 
75 Bildung von Erythrocyten in solchen Fallen wieder angeregt werden. Da der Korper bereits auf geringe 
Dosisanderungen empfindlich reagiert, mufi die Dosierung exakt reproduzierbar sein. Ublicherweise wird 
EPO als wassrige Losung entweder i.m. oder i.v. injiziert oder als Spray uber die Nasenschleimhaut 
appliziert. 

Es ist jedoch bekannt, dafl EPO und zwar sowohl das zunachst aus Humanurin gewonnene Produkt 
20 (Miyake et al, J. Biol.Chem.Vol.25, 5558-5564, 1977) als auch die inzwischen gentechnologisch erzeugten 
Produkte (WO 85-02610) in wafiriger Losung nicht stabil sind und selbst bei einer Lagerung bei -80 °C 
gro/tere Aktivitatsverluste auftreten. Diese beiden Produkte unterscheiden sich etwas im Glycosilierungsmu- 
ster und in der Aktivitat, ein direkter Vergleich mit dem im Serum enthaltenen EPO is bisher nicht bekannt 
geworden. 

25 Diese Aktivitatsverluste sind einerseits auf eine Zerstorung des EPO durch katalytische Effekte der 
Oberflache der zur Aufbewahrung dienenden Ampullen durch Schwermetallspuren, Luftsauerstoff etc. 
zuruckzufuhren, andererseits aber auch durch eine Anlagerung der EPO-Molekule an die Gefaflwand, wobei 
auch eine teilweise Denaturierung eintreten kann. Da, wie oben gesagt, in jeder Dosiereinheit nur wenige 
Mikrogramme enthalten sind, konnen die Verluste durch Adsorption bereits nach kurzer Aufbewahrungszeit 

30 betrachtlich sein. 

In der EP-A 178 576 ist daher beschrieben worden, durch Zusatz von polymeren Verbindungen, wie 
Human- oder Rinderserumalbumin, Lecitin, Dextran, Cellulose, Polyethylenglycol etc. diese Anlagerung an 
die Gefafiwand zu inhibieren, und damit eine Wiederfindung von EPO zu 75-98 % nach ca. 2 h Lagerung 
bei 20 °C zu erzielen, gegenuber nur 16 % ohne solchen Zusatz. Gemessen wurde dabei allerdings nur die 

35 Wiederfindung einer radioaktiven Markierung ( 14 C), so daJ3 diese Versuche nichts uber die Stabilisierung 
des EPO gegen Zersetzung aussagen. 

Nach unseren Befunden ist eine Langzeitstabilisierung mit solchen Mitteln jedoch nicht zu erzielen, d.h. 
die EPO-Wirksamkeit im Maus-Test nimmt stark ab, zudem konnen diese Mittel bei der Injektion immuno- 
gene Reaktionen hervorrufen. 

40 Aus der EP-A 178 665 sind weiterhin "Stabilisatoren", insbesondere fur gefriergetrocknete EPO- 
Praparate bekannte. Neben den polymeren Substanzen PEG 4000, Gelatine und Dextran 40, sind verschie- 
dene Zucker und Zuckeralkohole, Aminosauren, anorganisce Salze und Thiolverbindungen genannt. Kombi- 
nationen dieser Stoffe mit Humanserumalbumin, Gelatine und Dextran sind ebenfalls genannt. Auch in 
dieser Literaturstelle wird nur die Wiederfindung der Radioaktivitaten nach 2 Monaten Lagerung der 

45 gefriergetrockneten Produkte bestimmt. Diese wird mit 87-99 % angegeben, gegenuber 60 % ohne Zusatz. 
Da das lyophilisierte Material direkt nach der Herstellung als Standard benutzt wurde ist nicht angegeben, 
wie hoch die Aktivitatsverluste bei der Herstellung der Praparate sind. Auch diese Praparate weisen einen 
hohen Wirksamkeitsverlust im Maus-Test auf. 

Es stellte sich daher die Aufgabe, ein gutvertragliches EPO-Praparat zu finden, welches lagerstabil ist, 

50 d.h. die in-vivo Wirksamkeit bewahrt, nicht zu Adsorptionen an den Ampullen- oder Spritzenwanden fuhrt 
und leicht in eine injizierbare Form gebracht werden kann. 

Oberraschenderweise wird diese Aufgabe durch eine in den Anspruchen naher gekennzeichnete 
Kombination verschiedener Komponenten gelost. Wie unsere Versuche gezeigt haben, besitzen die Einzel- 
stoffe diese Eigenschaften nicht oder nur in geringerem Ausmafl. 

55 Entscheidend fur die Stabilisierung ist der Zusatz von Harnstoff und verschiedenen Aminosauren. 
Harnstoff wird in 5-50 g/l, vorzugsweise 10-15 g/l eingesetzt. Als Aminosauren seien beispielsweise Glycin, 
L-Alanin, L-Arginin, L-lsoleucin, L-Leucin, L-2-Phenylalanin, L-Glutaminsaure oder L-Threonin genannt. 
Mischungen der verschiedenen Aminosauren scheinen einen besonders vorteilhaften Effekt zu haben. Die 
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jeweiligen Aminosauren werden in Mengen von 0,5-50 g/l, vorzugsweise 1-20 g/l eingesetzt, wobei die 

Gesamtmenge der Aminosaure vorzugsweise 5-25 g/l betragen soil. 

Notwendig ist femer ein physiologisch vertraglicher Puffer, welcher in der fur Injektionslosungen 

erforderlichen geringen Konzentrationen (ca. 20-100 mMol/l) den fur EPO erforderlichen pH-Bereich von 
5 6,5-7,4, insbesondere 7,0-7,2 einstellt. Au/ter Phosphatpuffern sind auch Glycinat, Carbonat, Citrat u.a. 

brauchbar, wobei au/ter Natrium- auch Kalium- oder Ammoniumionen als Gegenion dienen konnen. Eine 

Pufferung wird zusatzlich durch die enthaltenen Aminosauren bewirkt. 

Die Haftung des EPO an den Ampullenwandungen und Spritzen wird wesentlich herabgesetzt durch 

Zusatz geringer Mengen eines Detergens. Da das Praparat vorwiegend injiziert werden soli, mufl dieser 
10 Stoff physiologisch, insbesondere i.v. vertraglich sein. Konzentrationen von 0,05-5 g/l, insbesondere 0.1-0,5 

g haben sich bewahrt. Nichtionogene Netzmittel, wie die verschiedenen Polymacrogol-Arten, insbesondere 

Polyethylensorbitanlaurat (Tween® 20 oder 80) oder Sorbitantrioleat (Span® 35 Oder 80) oder Glycerinoleyl- 

saurepolyglycolether (Labrafil R ) haben sich zu diesem Zweck bewahrt, andere vertragliche Stoffe konnen 

jedoch gleicherma/ten eingesetzt werden. 
75 Urn den Einflu/3 von Schwermetallionen - die fast unvermeidlich bei der Verarbeitung, z.B. aus den 

verwendeten Metallgeraten, eingeschleppt werden, auf das EPO zu verringern, hat es sich ferner bewahrt, 

der Losung noch 0,01 - 5 g/l eines loslichen Calciumsalzes, vorzugsweise etwa 0,02-0,2 g/l Calciumchlorid 

zuzusetzen. Andere physiologisch vertragliche Komplexbildner, beispielsweise Citrat, EDTA, NTA, Panthote- 

nat konnen ebenfalls eingesetzt werden. 
20 Als Losungsmittel wird reines Wasser ftir Injektionszwecke verwendet, dem zur Einstellung der Isotonie 

noch 0,5-10 g/l Natriumchlorid oder entsprechende Stoffe, wie Mannit, Sorbit etc. zugesetzt werden. 

Zur Herstellung der erfindungsgemafien Praparate werden alle Hilfsstoffe in der notwendigen Menge 

Wasser gelost, die EPO-Praparation, die eine Aktivitat von ca. 100.000 bis 200.000 Units/mg Protein 

aufweisen sollte, zugemischt, in entsprechende Ampullen sterilfiltriert, eingefroren und schonend bei tiefen 
25 Temperaturen lyophilisiert. Die erhaltenen Praparate sind unter Stickstoff uber 2 Jahre bei 0°C und Gber 1 

Jahr bei Raumtemperatur haltbar. Beim Rekonstituieren mit Wasser losen sie sich in wenigen Sekunden 

ohne Trubung auf und konnen so entweder direkt intravenos oder intramuskular injiziert oder nach 

Verdunnung mit isotonischen Losungen (z.B. Kochsalzlosung) infundiert werden. 

Dem Einfriervorgang kommt eine besondere Bedeutung zu. Die Hilfsstoffe werden in Art und Menge so 
30 gewahlt, dai3 der eutektische Punkt der einzufrierenden Losung zwischen -50 bis -30 °C liegt. Mit Hilfe 

eines computergesteuerten Optimierungsprogramms wurden folgende optimale Bedingungen fur die 3 

Phasen der Lyophilisation ermittelt: 

Einfrierzeit 12-14 Stunden bei -40° C 

Haupttrocknung: Soletemperatur +10*C, Druck 10~ 1 mbar, Zeit 48-60 Stunden 
35 Nachtrocknung: Soletemperatur +20'C, Druck 10~ 3 mbar, Zeit 4-6 Stunden. 

Hierbei ist es wesentlich mit Hilfe einer Ap-Messungsvorrichtung sowie einer Leitfahigkeitsmessung zu 

erkennen, wann die Haupttrocknung abgeschlossen ist, damit das zu lyophilisierende Produkt nicht zu 

schnell erwarmt wird und ein Auftauen der eingefrorenen Losung und der damit verbundene Aktivitatsver- 

lust vermieden wird. 

40 Die eingesetzten Hilfsstoffe sind so ausgewahlt worden, da/3 ein gleichmaflig strukturierter zu lyophilisie- 
render Eiskorper zustande kommt und da/3 wahrend der Lyophilisation ein poroses Gerust (Kuchen) 
erhalten wird, aus dem eine optimale Sublimation des Eises, vor allem auch gegen Ende der Haupttrock- 
nung, moglich ist. Die Nachtrocknung erfolgt wie oben genannt bei nur +20 e C uber 4-6 Std. Diese 
schonende Behandlung ist wichtig, da es sonst zu einem Verlust der Aktivitat beim zu lyophilisierenden Gut 

45 kommt. 

In der Regel haben die so lyophilisierten Produkte einen Wassergehalt von etwa 2-5 % nach Karl 
Fischer. Dieser Restwassergehalt hangt von Art und Menge der Hilfsstoffe ab, die in der betreffenden 
Rezeptur eingesetzt werden. 

Die waflrigen Losungen des stabilisierten EPO konnen auch direkt in Ampullen abgefullt werden und 
so ohne Lyophilisation als gebrauchsfertige Form in den Verkehr gebracht werden. Die Haltbarkeit ist dadurch 
jedoch gegenuber dem Lyophilisat verkurzt auf ca. 1 Jahr bei 0°C und einige Monate bei Raumtemperatur. 

Nachfolgende Beispiele sollen das oben geschilderte naher erlautern: 

Beispiel 1 

55 

Erythropoietin 2000 Units Injektionstrockensubstanz 
(Ansatz fur 35.000 Flaschen) 
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In einem sterilen, mit Ruhrwerk versehenen 100 1 V2A-Doppelmantelkessel werden die Hilfsstoffe 
gelost: 
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Dinatriumhydrogenphosphat x 2H 2 0 


350,0 g 


Calciumchlorid x 2H 2 0 


8,4 g 


Glycin 


105,0 g 


L-Leucin 


140,0 g 


L-lsoleucin 


140,0 g 


L-Threonin 


35,0 g 


L-Glutaminsaure 


35,0 g 


L-Phenylalanin 


70,0 g 


Wasser f . Injektionszwecke ad 


70,01 



Zu 30 I dieser Hilfsstofflosung werden 214,3 ml einer Erythropoietin-Rohstoffcharge mlt einem EPO- 
20 Titter von 140.000 Units/I ml gegeben und zum Endvolumen von 35 I aufgefullt und durchgeruhrt. Mit der 
restlichen Hilfsstofflosung wird das Filtrationssystem gespult. Die Ansatzlosung wird uber ein Membranfilter 
0,2 urn Porenweite sterilfiltriert. Die sterifiltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und unter folgenden Kriterien in einer Lyophilisationsanlage gefriergetrocknet: 
Einfrierzeit 12-14 Stunden bei -40 W C 
25 Haupttrocknung: Sbletemperatur + 10° C, Druck 10~ 1 mbar Zeit 48-60 Stunden 
Nachtrocknung: Soletemperatur +20°C, Druck 10~ 3 mbar Zeit 4-6 Stunden 
Man erhalt so eine voluminose, offenporige Injektionstrockensubstanz, die mindestens 2 Jahre im 
Kuhlschrank und 1 Jahr bei Raumtemperatur haltbar ist und sich innerhalb von einigen Stunden in 2 ml 
Wasser fur Injektionszwecke ohne Trubung und frei von Partikeln lost. 

30 

Beispiel 2 

Erythropoietin-Lyophilisat 200 Units 
(Ansatz fur 35.000 Flaschen) ~ 

35 



Erythropoietin 


46,7 ml .= 7 Mio Units 


Natriumchlorid 


100,0 g 


Tween® 20 


10,0 g 


Natriumdihydrogenphosphat x IH2O 


155,0g 


Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 


500,0 g 


Calciumchlorid x 2H 2 0 


10,0 g 


Harnstoff 


1000,0 g 


L-Leucin 


150,0g 


L-Threonin 


120,0 g. 


L-Phenylalanin 


165,0g 


Wasser f. Injektionszwecke ad 


70,0 I 



50 Die Hilfsstoffe werden in 70 I Wasser fur Injektionszwecke gelost und danach in 2 Portionen auf 35 I 
aufgeteilt. Die ersten 35 I werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
werden zum Spulen des Filtrationssystems verwendet. Die Ansatzlosung wird uber ein Membranfilter 0,2 
am Porenweite sterilfiltriert. Die sterilfiltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 

55 erhalt so ein weifies, poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat, das 2 Jahre im Kuhlschrank oder 1 
Jahr bei Raumtemperatur ohne gro/ten Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 

Beispiel 3 
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Erythropoietin Lyophilisat 1000 Units 
(Ansatz Kir 35.000 Flaschen) 



cryinropoieun 


£.00,00 mi — oo iviio unus 






Tween® 20 


12,0 g 


Natriumdihydrogenphosphat x H 2 0 


140,0 g 


Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 


450,0 g 


Calciumchlorid x 2H2O 


10,0 g 


Harnstoff 


700,0 g 


Glycin 


1050,0 g 


L-Leucin 


92,0 g 


L-Glutaminsaure 


103,0 g 


L-Phenylalanin 


115,5 g 


Wasser f. Injektionszwecke ad 


70,01 



Die Hilfsstoffe werden in 70 I Wasser fur Injektionszwecke gelost und danach in 2 Portionen auf 35 I 
20 aufgeteilt. Die ersten 35 I werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
werden zum Spulen des Filtrationssystems verwendet. Die Ansatzlosung wird uber ein Membranfilter 0,2 
urn Porenweite sterilfiltriert Die sterilfiltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
erhalt so ein wei/tes, poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat, das 2 Jahre im Kuhlschrank oder 1 
25 Jahr bei Raumtemperatur ohne gro/ten Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 

Beispiel 4 

Erythropoietin Lyophilisat 500 Units 
30 (Ansatz fur 35.000 Flaschen) 



Erythropoietin 


116,67 ml = 17,5 Mio Units 


Natriumchlorid 


70,0 g 


Tween® 20 


7,0 g 


Natriumdihydrogenphosphat x H2O 


38,5 g 


Dinatriumhydrogenphosphat x 2H2O 


490,0 g 


Calciumchlorid x 2H2O 


5,6 g 


Harnstoff 


840,0 g 


L-Leucin 


92,4 g 


L-Glutaminsaure 


105,0 g 


L-Phenylalanin 


119,0 g 


Wasser f . Injektionszwecke ad 


70,0 1 



Die Hilfsstoffe werden in 70 I Wasser fur Injektionszwecke gelost und danach in 2 Portionen auf 35 I 
aufgeteilt. Die ersten 35 I werden mit der erforderlichen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
werden zum Spulen des Filtrationssystems verwendet. Die Ansatzlosung wird uber ein Membranfilter 0,2 
urn Porenweite sterilfiltriert. Die sterilfiltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
50 Bedingungen abgefullt und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
erhalt so ein weifies, poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat, das 2 Jahre im Kuhlschrank oder 1 
Jahr bei Raumtemperatur ohne grofien Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 

Beispiei 5 

55 

Erythropoietin Lyophilisat 750 Units 
(Ansatz fur 35.000 Flaschen) 
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cryinropoiexin 


1 /o,o mi — ^0,^0 mio units 


Nairn i mrh Ir^riH 


iUU,U g 


i ween^ 


12,0 g 


iNairiurnainyaroyGripnospnat x M2U 


140,0 g 


uinainurTinyarogenpnospnai x ^n2U 


4ou,u g 


Calciumchlorid x 2H 2 0 


10,0 g 


Glycin 


1 250,0 g 


L-lsoleucin 


98,0 g 


L-Glutaminsaure 


130,0 g 


L-Phenylalanin 


145,0 g 


Wasser f. Injektionszwecke ad 


70,0 I 



Die Hilfsstoffe werden in 70 I Wasser fur Injektionszwecke gelost und danach in 2 Portionen auf 35 I 
75 aufgeteilt. Die ersten 35 I werden mit der erforderliehen Menge EPO-Wirkstoff versetzt. Die zweiten 35 I 
werden zum Spulen des Filtrationssystems verwendet. Die Ansatzlosung wird Liber ein Membranfilter 0,2 
urn Porenweite sterilfiltriert Die sterilfiltrierte Losung wird zu 1 ml Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und unter den gleichen Kriterien lyophilisiert wie im Beispiel 1 angegeben. Man 
erhalt so ein wei/tes, poroses, in 2 ml Waser gut losliches Lyophilisat, das 2 Jahre im Kuhlschrank oder 1 
20 Jahr bei Raumtemperatur ohne groiten Aktivitatsverlust gelagert werden kann. 

Beispiel 6 

Urn die Wirksamkeit verschiedener Stabilisatoren zu testen, wurde eine Standardrezeptur mit 1000 U 

25 EPO/ml, welche als Hauptstabilisator Harnstoff enthielt, mit Polyvinylpyrrolidon/Eiwei/3 bzw. verschiedenen 
Aminosauren versetzt und die Produkte lyophilisiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengefaflt. 

Die Stabilitat von EPO wurde nach 6 Wochen Lagerung des Lyophili-sats bei 35 °C bzw. 0°C im Maus- 
Milz-Test gema/3 der Vorschrift von G.Krystal in Exp. Hematol. 11, 649-660 (1983) wie folgt bestimmt: 

B 6 C3Fi-Mausen, weiblich, Gewicht ca. 20 g(Zentralinstitutlur Ver-suchstierkunde, Hannover) wird an 

30 zwei aufeinanderfolgenden Tagen 60 mg/kg Phenylhydrazinhydrochlorid i.p. injiziert. Nach 3 weiteren Tagen 
wird die Milz entnommen, die Milzzellen werden in sterilem Komplettmedium (Dulbecco Modified Eagle's 
Medium + 584,0 mg/l L-Glutamin + 0,1 m Mol/I 2-Mercaptoathanol + 20 % fotales Kalberserum) 
suspendiert und auf 4 x 10 s kernhaltige Zellen/ml verdunnt. Die Suspension, der zuvor die Testsubstanz 
bzw. der EPO-Standard in jeweils geeigneten Konzentrationen, gelost in BSA-Puffer, zugesetzt wurden, wird 

35 in Mikrotiterplatten verteilt (0,2 ml/Vertiefung). Nach Inkubation (22 Stunden, 37° C, Luft + 15 % C0 2 ) 
werden 20 I 3 H-Methyl-Thymidin-Losung mit Ci pro Vertiefung zugegeben und erneut 2 Stunden bei 37 °C 
inkubiert. Danach wird der Inhalt mit Hilfe eines Zell-Harvesters uberfuhrt und mit destilliertem Wasser 
gewaschen. Der Einbau von 3 H-Thymidin wird mit einem /8-Scintillationszahler bestimmt und gegen die 
Standardpraparate ausgewertet. 

40 Als Working Standard wurde der M P009-EPOStandard" von Genetics Institute, Cambridge, Massachu- 
setts, USA, der 112 U EPO/ml (und 503 ng Protein/ml) enthielt (abgeglichen gegen den EPO-Referenz- 
Standard der WHO "International Reference Preparation of Erythropoietin, Human, Urinary for Bioassay 
(2nd I.R.P., established 1971)" verwendet. Die Standardkonzentrationen lagen im Bereich von 10-100 
mU/ml. 

45 Die auf ihre EPO-Aktivitat zu testenden Lyophilisat wurden zunachst je Ampulle in 2 ml Wasser fur 
Injektionszwecke gelost, die weiteren Verdunnungen erfolgten - ebenso wie bei dem Working Standard - mit 
BSA-Puffer (8,75 g NaCI 1,95 g CaCI 2 x 2H 2 0, 1,00 g BSA (bovine serum albumin der Fa. Calbiochem), 
Wasser fur Injektionszwecke ad 1 I). 3 H-Methyl-Thymidin (spezifische Aktivitat: 2 Ci/mmol) wurde von New 
England Nuclear bezogen. 

50 

Beispiel 7 

In gleicher Weise wie in Beispiel 6 wurde eine etwas abgewandelte Stammrezeptur mit Harnstoff und 
verschiedenen Aminosauren bzw. Gemischen versetzt. Zum Vergleich wurden zwei Mannithaltige Rezeptu- 
55 ren, welche EP 178665 entsprechen, mitgepriift. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zusammengefaflt. 
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Tabelle 1 





Zusammensetzung mg/Flaschchen 


1 819892 G 


a 819893 H 


b 819894 I 


ab 819895 K 


5 


Erythropoietin 


1000 u 


1000 u 


1000 u 


A AAA 1 1 

1000 u 




Harnstoff 


10,0 


10,0 


10,0 


A A A 

10,0 




Natriumchlorid 


A A 

y,u 


4,0 


y,u 


1,0 




Tween® 20 


0,1 


r\ a 

0,1 


n a 

0,1 


0,1 




Na-dihydrogenphosphat x hfeO 


0,55 


0,55 


0,55 


0,55 


10 


Di-Na-hydrogenphosphat X2H2O 


5,0 


5,0 
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CaCi2 x 2H2O 
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Patentanspriiche 

1. Vertragliches, lagerstabiles Humanprotein-Praparat, enthaltend ein Humanprotein, physiologisch ver- 
tragliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner, Isotonie-einstellende Mittel, Calciumchlorid und 
andere fur Injektionszwecke Ubliche Stoffe, dadurch gekennzeichnet, dafl in der Injektionsform 
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5-50 g/l Harnstoff 
0.5 - 50 g/l Aminosaure 
0,05 - 5 g/l Detergens 
enthalten ist. 

2. Human-Praparat gema/3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Detergens ein nichtionogenes 
Netzmittel ist. 

3. Humanprotein-Praparat gema/3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Aminosaure eine Mi- 
schung ist, die mindestens zwei der Aminosaure Glycin, L-Alanin, L-lsoleucin, L-Arginin, L-Leucin, L-2- 
Phenylalanin, L-Glutaminsaure Oder L-Threonin enthalt. 

4. Humanprotein-Praparat nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 als Netzmittel Polyeth- 
ylensorbitanlaurat eingesetzt wird. 

5. Humanprotein-Praparat nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Praparat in 
lyophilisierter Form vorliegt 

6. Humanprotein-Praparat nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Praparat in 
flussiger, spritzfertiger Form vorliegt. 

7. Humanprotein-Praparat nach einem der Anspruche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 pro Injektions- 
dosiseinheit von 1 - 5 ml 100 - 1 Million U Humanprotein enthalten sind. 

8. Humanprotein-Praparat nach einem der Anspruche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Humanpro- 
tein Erythropoietin ist. 

9. Humanprotein-Praparat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 pro Injektionsdosiseinheit von 1 
■ - 5 ml 100 - 20 000 U Erythropoietin enthalten sind. 

10. Verfahren zur Herstellung von vertraglichen, lagerstabilen Humanprotein-Praparaten, enthaltend ein 
Humanprotein, physiologisch vertragliche Puffer sowie gegebenenfalls Komplexbildner, Isotonie einstel- 
lende Mittel, Calciumchlorid und andere fur Injektionszwecke ubliche Stoffe, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 man zunachst eine Losung von 5 - 50 g/l Harnstoff, 0.5 - 50 g/l Aminosaure und 0,05 - 5 g/l 
Detergens herstelle, zu dieser Losung ubliche Hilfsstoffe fugt und anschlieflend das Humanprotein 
beimischt. 

11. Verfahren gema/3 Anspruch 10 dadurch gekennzeichnet, da/3 das Detergens ein nichtionogenes 
Netzmittel ist. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Praparates gema/3 Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da/3 das 
Humanprotein Erythropoietin ist. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Erythropoietin-Praparates gema/3 Anspruch 10, 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 zunachst alle Hilfsstoffe in Wasser gelost werden, das Erythropoietin zugegeben, 
die Mischung in Ampullen sterilfiltriert und schonend bei unter -20° C lyophilisiert wird. 

14. Verfahren zur Herstellung eines Erythropoietin-Praparates gema/3 Anspruch 10, 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 zunachst alle Hilfsstoffe in Wasser gelost werden, das Erythropoietin zugegeben 
und die Mischung in Ampullen abgefullt wird. 

Claims 

1. Compatible, storage-stable human protein preparation, containing a human protein, physiologically 
compatible buffer as well as possibly complex formers, isotonia-adjusting agents, calcium chloride and 
other materials usual for injection purposes, characterised in that, in the injection form, it contains 5 - 50 
g/l urea, 0.5 - 50 g/l amino acid, 0.05 - 5 g/l detergent, conventional adjuvant materials are added to this 
solution and subsequently the human protein is admixed. 
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10 



2. Human protein preparation according to claim 1, characterised in that the detergent is a non-ionogenic 
wetting agent. 

3. Human protein preparation according to claim 1, characterised in that the amino acid is a mixture which 
contains at least two of the amino acids glycine, L-alanine, L-isoleucine, L-arginine, L-leucine, L-2- 
phenylalanine, L-glutamic acid or L-threonine. 

4. Human protein preparation according to claim 2 or 3, characterised in that polyethylene sorbitan laurate 
is used as wetting agent. 

5. Human protein preparation according to one of claims 1 - 4, characterised in that the preparation is 
present in lyophilised form. 

6. Human protein preparation according to one of claims 1 - 5, characterised in that the preparation is 
75 present in liquid form ready for injection. 

7. Human protein preparation according to one of claims 1 - 6, characterised in that, per injection dosage 
unit of 1 - 5 ml, it contains 100 to 1 million U of human protein. 

20 8. Human protein preparation according to one of claims 1 - 7, characterised in that the human protein is 
erythropoietin. 

9. Human protein preparation according to claim 8, characterised in that, per injection dosage unit of 1 - 5 
ml, it contains 100 - 20,000 U or erythropoietin. 

25 

10. Process for the production of compatible storage-stable human protein preparations containing a human 
protein, physiologically compatible buffers as well as possibly complex formers, isotonia-adjusting 
agents, calcium chloride and other materials usual for injection purposes, characterised in that one first 
prepares a solution of 5 - 50 g/l urea, 0.5 - 50 g/l amino acid and 0.05 - 5 g/l detergent, adds usual 

30 adjuvants to this solution and subsequently admixes the human protein. 

11. Process according to claim 10, characterised in that the detergent is a non-ionogenic wetting agent. 

12. Process for the production of a preparation according to claim 10, characterised in that the human 
35 protein is erythropoietin. 

13. Process for the production of an erythropoietin preparation according to claim 10, 11 or 12, charac- 
terised in that first all adjuvants are dissolved in water, the erythropoietin is added thereto, the mixture 
is sterile-filtered into ampoules and gently lyophilised at below -20 "C. 

40 

14. Process for the production of an erythropoietin preparation according to claims 10, 11 or 12, 
characterised in that first all adjuvants are dissolved in water, the erythropoietin is added thereto and 
the mixture is filled into ampoules. 

45 Revendications 

1. Preparation de proteine humaine physiologiquement compatible, stable au stockage, contenant une 
proteine humaine, un tampon physiologiquement acceptable, ainsi qu'eventuellement un complexant, 
un agent d'ajustement isotonique, du chlorure de calcium et d'autres substances usuelles pour 
50 rejection, caracterisee en ce que la forme gal^nique pour injection contient 
5 - 50 g/l d'uree 
0,5 - 50 g/l d'aminoacide 
0,05 - 5 g/l de detergent. 

55 2. Preparation de proteine humaine selon la revendication 1, caracterisee en ce que le detergent est un 
agent mouillant non ionique. 

3. Preparation de proteine humaine selon la revendication 1, caracterisee en ce que Taminoacide est un 
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melange contenant au moins deux aminoacides choisis parmi la glycine, la L-alanine, la L-isoleucine, la 
L-arginine, la L-leucine, la L-2-phenylalanine, I'acide L-glutamique ou la L-threonine. 

4. Preparation de proteine humaine selon la revendication 2 ou 3, caracterisee en ce que comme agent 
5 mouillant, on utilise le laurate de polyethylenesorbitan. 

5. Preparation de proteine humaine selon Tune quelconque des revendications 1 k 4, caracterisee en ce 
que la preparation se trouve sous forme lyophilisee. 

w 6. Preparation de proteine humaine selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
que la preparation se trouve sous forme liquide prete k I'injection. 

7. Preparation de proteine humaine selon Tune quelconque des revendications 1 & 6, caracterisee en ce 
que chaque unite injectable de 1 - 5 ml contient 100-1 million d'unites de proteine humaine. 

15 

8. Preparation de proteine humaine selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterisee en ce 
que la proteine humaine est I'erythropoietine. 

9. Preparation de proteine humaine selon la revendication 8, caracterisee en ce que chaque unit6 
20 injectable de 1 - 5 ml contient 100 -20 000 unites d'erythropoietine. 

10. Procede d'obtention de preparations de proteine humaine physiologiquement compatibles, stables au 
stockage, comprenant une proteine humaine, un tampon physiologiquement acceptable ainsi qu'even- 
tuellement des complexants, un agent d'ajustement isotonique, du chlorure de calcium et d'autres 

25 substances usuelles pour I'injection, caracterise en ce que Ton prepare d'abord une solution de 5 - 50 
g/l d'uree, 0,5 - 50 g/l d'aminoacide et 0,05 - 5 g/l de detergent, a cette solution on ajoute les adjuvants 
usuels et ensuite, on la melange avec la proteine humaine. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le detergent est un agent mouillant non 
30 ionique. 

12. Procede d'obtention d'une preparation selon la revendication 10, caracterise en ce que la proteine 
humaine est I'erythropoietine. 

35 13. Procede d'obtention d'une preparation d'erythropoietine selon la revendication 10, 11 ou 12, caracterise 
en ce que tous les adjuvants sont dissous dans Peau, I'erythropoietine est ajoutee, le melange est 
conditionne en ampoules a travers un filtre sterile et lyophilise avec precaution a une temperature 
inferieure a -20 °C. 

40 14. Procede d'obtention d'une preparation d'erythropoietine selon la revendication 10, 11 ou 12, caracterise 
en ce que d'abord tous les adjuvants sont dissous dans Peau, I'erythropoietine est ajoutee et le 
melange est conditionne en ampoules. 
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